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(57) Abstract 

A controlled superovulation method for female cattle, wherein an LHRH analogue is adrninistered to the animal to desensitise the 
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(57) Abrege* 

Methode de superovulation dirigee des fcmelles bovines, comprenant les etapes suivantes: admimstrer a r animal un analogue de 
la LHRH de maniere a d^sensibUiser Thypophyse a 1* action de la LHRH endogene, a r instant de son cboix a 1 inteneur de la penode 
d'anoestrus profond ainsi induite, admimstrer a T animal de V hormone FSH de maniere a induire le recrutement et le developpernent des 
follicules ovulatoires, en fin de developpernent, admimstrer a r animal une hormone choisie parrm le groupe consistent en LH e t hCG, de 
maniere a declencher r ovulation de ces follicules. La methode peut ecre mise en ceuvre avec des kits contenant les preparations d hormones. 
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Methode de superovulation dirigee des femeiies bovines mises 
en anoestrus prolonge, methode de mise en anoestrus et Jcit 
de superovulation . 

5 La presence invention a trait a une methode de 

superovulation dirigee des femeiies bovines apres mise en 
anoestrus et aussi, en particulier, a. la methode specif ique 
de mise en anoestrus de ces animaux. Elle concerne aussi un 
kit de superovulation pour femeiies bovines. 

10 La variability dans le nombre d' ovocytes obtenus 

apres le traitement de superovulation couramment applique et 
reposant sur 1 ' emploi combine , d ' une part de 1 ' hormone 
gonadotrope FSH (Follicle Stimulating Hormone) en presence 
de plus ou moins de LH (Luteinizing Hormone) et, d' autre 

15 part, d'un medicament luteolytique , iimite le developpement 
de la technique de production d'embryons de bovins par la 
f emelle superovulee . 



FEUILLE OE REMPLACEMEWt (REGIE 2$ 



BNSDOCID: <WO 9516459A1_I_> 



WO 95/16459 




PCT/FR94/01464 i 



2 

Bien que 1 ' importance du moment de 1 ' application 
du traitement sur les resultats de la superovulation ait ete 
decrite tres anterieurement (D. Monniaux et al-, 
Theriogenelogy, 1983, 19, 55-81), ce sont les travaux 
5 recents sur les proprietes respectives des follicules 
apparaissant au cours de l f intervalle interovulatoire et les 
modifications concomitantes de la FSH plasmatique qui ont 
mis en lumiere le role de certains mecanismes de regulation 
de la croissance des follicules antraux. 

10 Chez les bovins, 1 'observation des follicules par 

les methodes d'echographie a raontre que la croissance 
folliculaire intervient sous forme de vagues au nombre de 2 
ou 3 (Travaux de J. Ireland et J.F. Roche, 198 3 cites par 
J.F. Roche et al . , Theriogenelogy , 1991, 3 (1), 81-89) dans 

15 l'intervalle interovulatoire normal. 

Chacune d' el les est constitute par le recrutement 
simultane de plusieurs follicules antraux de petit diam^tre 
qui sont deceles des que leur diametre est voisin de 4 mm. 
Leur croissance laisse apparaitre . rapidement un f ollicule 

20 dominant, plus grand que les autres, qui peut etre 
ovulatoire (f ollicule dominant de la 2e ou de la 3e vague 
dans les cycles k 2 ou 3 vagues respectivement ) ou 
anovulatoire (f ollicule dominant de la le ou de la 2e vague 
dans les cycles a 2 ou 3 vagues respectivement). Les autres 

25 follicules, ou follicules surbordonnes, se dif f erencient du 
precedent par 1' arret de leur croissance, qui est suivie de 
leur regression. L' action inhibitrice du f ollicule dominant 
present sur la reponse de superovulation au traitement par 
la FSH a ete bien mise en evidence (L.A. Guilbaut et al., J. 

30 Reprod. Fert., 1991, 91, 81-89). Ces auteurs ont en effet 
montre qu'en 1 'absence de follicule dominant, le taux 
d' ovulation est plus eleve et mo ins variable qu'en sa 
presence. Cependant, ils observent qu'en presence du 
follicule dominant deux classes de reponse ovulatoire 
peuvent etre decrites qu'ils qualifient de . reponse de 
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superovulation elevee ou basse. Cette experimentation roontre 
l'interet d'appliquer le traitement de superovulation au 
moment du cycle oestrien ne presentant pas de follicule 
dominant et conduit a mettre en oeuvre systematiquement un 
5 examen echographique quotidien avant de determiner le moment 
le plus propice a 1 ' application du traitement par la FSH. 

Une etude reposant suit les variations de la 
concentration plasmatique de FSH entourant la selection du 
follicule dominant a permis de comparer les reponses de 

10 superovulation obtenues apres 1 ' application du traitement 
avant ou immediateraent apres la selection du follicule 
dominant (G.P, Adams et al. , Anim. Reprod. Sci, 1993, 30 , 
259-271). Les auteurs ont montre dans leurs deux essais 
effectues sur la premiere vague de follicules 1' importance 

15 de l'apport de FSH au moment de 1 ' emergence du follicule 
dominant sur le maintien de la croissance des follicules 
subordonnes et leur transformation en follicules 
ovulatoires. L ' accroissement de la taiile des follicules 
subordonnes jusqu'au stade ovulatoire sous i'effet du 

20 traitement de superovulation par la FSH a entraine une 
moindre croissance du follicule dominant. Les auteurs n'ont 
pas observe 1' emergence d'une nouveile vague sous 1' action 
du traitement, meme s'il intervienr apr&s la phase de 
selection ( jour 5 ) ou la concentration plasmatique de FSH 

25 est a son niveau le plus bas. Cet etat refractaire serait 
rapporte a 1' action suppressive directe, des autres 
follicules, bien qu'il n'en existe aucune * demonstration 
experimental. Cet etat refractaire a 1' apparition d'une 
nouveile vague fut egalement observe en presence du 

30 follicule dominant actif de la vague precedente (O-J. 
Gintber et al., J. Reprod- Fert. , 198 9, 87, 223-230). 

Les connaissances acquises ces dernieres annees, 
illustrees par les travaux precites, montrent que 
l'efficacite du traitement de superovulation est augmentee 
si celui-ci intervient des 1' emergence du follicule dominant 
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et pendant: la. duree de 1 a. phase dite de competition au counts 
de laquelle les follicules subordonnes peuvent se developper 
si une quantite appropriee de FSH leur est fournie. Cette 
efficacite serait egalement augmentee en 1' absence de 
5 follicules d'une vague anterieure pour eviter tout effet 
suppresseur de leur part. Les conditions physio logiques 
pouvant le mieux repondre a cette double exigence se 
rencontrent imin£diatement apres 1' oestrus, etat ovarien qui 
est caracterise par la disparition du follicule dominant, 

10 1' absence concomitante de follicules en regression et le 
d€but de la croissance des follicules de la lere vague* 
Cependant les traitements de superovulation ef f ectu^s sur la 
lere vague de follicules ne pennettent d'obtenir qu'un 
nombre d' ovulations inferieur a celui qui est obtenu par 

15 1 ' application du traitement sur les autres vagues. La 
comparaison des r£sultats obtenus sur la lere vague (G.P. 
Adams et al., Anim. Reprod. Sci., 1993, 30, 259-71) sont 
nettement inferieurs a ceux qui furent obtenus en 
intervenant sur la 2eme vague (L-A. Guilbaut et al. , J. 

20 Reprod. Fert. , 1991, 91, 81-8 9) entre les jours 7 et 12 du 
cycle. Elle montre que 1 ' application du traitement de 
superovulation sur la lere vague ne peut apporter aucun 
avantage dans la pratique courante bien que le developpement 
folliculaire de la l&re vague soit un modele d' etude 

25 physiologique privilegie. 

L'analyse descriptive de Involution des follicules 
ovariens a fait simultanement l'objet d' etudes sur les 
mecanismes indirects faisant intervener les variations de la 
FSH plasmatique sur la croissance des follicules, la 

30 selection du follicule dominant et la regression des 
follicules subordonnes (G.P. Adams et al., J. Reprod. Fert., 
1992, 94, 179-188). Les auteurs ont etudie d'une part 
1' effet de la suppression du follicule dominant sur le 
devenir des follicules subordonnes et 1' apparition d'une 
nouvelle vague de follicules. lis ont etudie d' autre part 
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l'action inhibitrice de 1 'injection de liquide foliiculaire 
qui entraine 1 ' abaissement ou la suppression de la secretion 
de FSH, action due essentiellement a l'inhibine, sur le 
retard apporte & 1' apparition d'une nouvelle vague de 
5 follicules ou sur des follicules en croissance d'une 
nouvelle vague, Des essais avaient permis a cette equipe 
(J. P. Kastelic et al. , Theriogenology , 1990, 34, 499-509) de 
proposer qu'une nouvelle vague de follicules n'est pas £ 
l'origine de l'atresie du follicule dominant et des 

10 follicules subordonnes de la vague prec§dente. Dans leur 
etude (Adams, 1992), ils ont en effet observe que 
•1' administration de liquide foliiculaire, d'une part, 
entrainait 1' arret de la croissance et la regression des 
follicules de la nouvelle vague, respectivement 1 et 5 jours 

15 apres le debut du traitement, et, d' autre part, entrainait 
la disparition de la FSH plasmatique sans accelerer 
1' involution des follicules de la vague precedente. Ces 
essais (Adams 1992 et Kastelic 1990-supra), ont permis 
egalement de montrer que 1 ' abaissement de la secretion 

20 basale de FSH par ce traitement iniiibait la croissance du 
follicule dominant. Pour les auteurs, cette observation 
renforcerait l'hypothese que le follicule dominant reste 
dependant d'une concentration basale de FSH, inferieure & 
celle qui est nScessaire aux autres follicules de la meme 

25 cohorte. 

Ces travaux (Adams, 1992 et 1993) ont montre 
qu'une decharge de FSH precede de 1 a 2 jours 1' Emergence 
d'une nouvelle vague de follicules, decelable par 
echographie, et qu'elle decline des 1' apparition de cette 
30 emergence. Cette diminution aboutit a la disparition de FSH 
1 cl 2 jours aprfes 1' apparition de la nouvelle vague. 
Ils font ressortir : 

a) que la presence de FSH est necessaire pour 
assurer le recrutement des follicules d'une nouvelle vague, 

b) que le d£clin rapide de la FSH entraine la 
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selection du follicule dominant. L'origine de ce d£clin de 
la secretion de FSH est attribue d'une part a 1' action 
inhibitrice indirecte plus ou moins precoce des nouveaux 
follicules en croissance et d' autre part a 1 'abaissement 
5 important de la secretion hypophysaire apres la liberation 
initiale de la FSH stockee. Ce dernier serait responsable de 
la selection et precederait le mecanisme d ' inhibition qui ne 
se mettrait en place qu'avec 1' apparition de la secretion 
d'inhibine qui serait issue du follicule dominant. 

10 c) qu'un certain etat refractaire a 1 'action de 

FSH apparait apres la periode de selection au moment de la 
secretion basale de FSH et serait du a 1' action inhibitrice 
directe des follicules en croissance. 

Les mecanismes d' action de la FSH dans la 

15 selection du follicule dominant chez les femelles bovines 
ont ete egalement decrits dans d'autres especes et plus 
specialement chez les femelles ovines, qui, a la difference 
des femelles bovines, presentent un anoestrus saisonnier 
( A. S . McNeilly, W. Crow, J. Bordes et G. Evans, J. Reprod. 

20 Fert. Suppl. 45, 1992, 5-19). Ces auteurs ont pu montrer que 
le recrutement et la croissance des follicules ovulatoires 
ne dependaient que de l'apport de FSH en presence d'une 
secretion basale de LH en utilisant un module d' anoestrus 
qui est obtenu par 1 administration continue et prolongee 

25 d'un analogue agoniste de GnRH ( Busereline ) , decrit 
anterieurement (A.S. McNeilly, H.M- Fraser, J. of Endocrin. , 
1987, 115, 273-282). lis ont d^montre egalement 1 ' importance 
de la secretion pulsee de la LH (Luteinizing Hormone) et 3a 
compensation par un apport accru de FSH dans la selection du 

30 ou des follicules dominants pendant la phase luteale de 
1'espece ovine en appliquant a leur modele experimental des 
decharges de LH a la frequence de ceuz de la phase luteale 
( 1 toutes les 4 heures ) . Les auteurs ont observe que des 
brebis mises en anoestrus par un traitement prolonge a 
l'aide d'un analogue agoniste de LHRH et souraises a un 
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traitement par la FSH pendant 120 heures developpaient des 
follicules oestrogeniques comparables a ceux d'un cycle 
normal. L ' administration de la hCG ( gonadotrophine 
chorionique) a entraine une ovulation superieure a la 
5 normale, suivie de la formation de corps jaunes secr6tant 
des quantites normales de progesterone (A.M. Picton, C.G. 
Tsonis, A.S. McNeilly, J. of Endocrin. , 1990, 126, 297-307). 
lis ont egalement observe que les ovocytes obtenus ont pu 
£tre fecondes par insemination intra-uterine (G. Evans, J. 

10 Brooks, W. Crow, A.S. McNeilly, non publie et cite dans J. 
Reprod. Fert. Suppl. 45, 1992, 5-19). 

Des differences existent cependant entre les 
caracteres de la physiologie ovarienne, polyovulatoire et 
saisonniere entre les femelles ovines et les femelles 

15 bovines. Notarament, pour certains auteurs (M.A. Driancourt, 
R. Webb, R.C. Fry, J. of Reprod. Fert., 1991, 93, 63-70), la 
folliculogenese chez les femelles ovines presenrerait 
certaines particularity la dif f erenciant de celle des 
femelles bovines : c'est ainsi que. le follicule dominant de 

20 la femelle ovine ne produirait pas de signal inhibant les 
autres follicules. 

Aux difficultes rencontrees dans les techniques de 
superovulation des femelles bovines s'ajoute la trop grande 
variability des resultats obtenus dans la pratique. 

25 En effet, si 1'on peut avancer une moyenne de 4,5 

a 5,5 embryons transf erables par traitement de 
superovulation, ce nombre varie en fait dans la pratique 
entre 0 et 15 embryons environ sans qu'il soit possible de 
controler cette variability. Les objectifs recherches sont 

30 done avant tour de rechercher une methode permertant 
d'obtenir un nombre d' embryons sarisf aisant et cela d'une 
maniere fiable en ce qui concerne la Constance du nombre 
d' embryons transf erables pour cbaque traitement de 

superovulation . 

Lors de travaux sur la superovulation dirigee des 
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femelles bovines, la demanderesse a decouvert qu'il etait 
possible de s'affranchir de toutes les contraintes 
physiologiques qui conduisaient les auteurs £ determiner de 
maniere precise le moment propice pour essayer d'induire une 
5 superovulation, en amenant la femelle bovine dans un etat 
d'anoestrus plus intense que l'etat d'anoestrus 
physiologique et qui sera qualifie ci-apr£s de profond. II 
se caracterise par une desensibilisation de l'hypophyse at 
1' action de la LHRH endogfene. 

10 En outre, il a ete decouvert que l'on pouvait 

maintenir un 6tat d'anoestrus profond cbez la femelle 
bovine, pouvant atteindre ou depasser cent jours, au cours 
duquel, et cela est tres surprenant et avantageux, il est 
possible de r£aliser plus d'une superovulation menee 

15 jusqu'au stade de recolte des embryons. 

L ' invention a done pour objet une methode de 
superovulation dirigee des femelles bovines, comprenant les 
etapes suivantes : 

- administrer a 1 ' animal un analogue de la LHRH de maniere a 
20 desensibiliser l'hypophyse a 1' action de la LHRH endogene, 

ce qui induit un etat d'anoestrus profond caracterise 
notamment par 1' arret du developpement des follicules 
antraux, 

- a 1' instant de son choix a l'interieur de la periode 
25 d'anoestrus profond ainsi induite, administrer h 1' animal de 

l'iiormone FSH, associee ou non a la LH, de maniere a induire 
le recrutement et le developpement des follicules 
ovulatoires, 

- en fin de developpement de ces follicules, administrer a 
30 1' animal une hormone choisie parmi le groupe consistant en 

LH et hCG, de maniere a declencaer 1 'ovulation de ces 
follicules. 

La methode de superovulation proposee consiste 
done h decider du moment du recrutement des follicules, de 
stimuler leur croissance par un traitemeirt par 1' hormone 
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gonadotrope FSH associee ou non a LH, a isoler les 
follicules en croissance de toute action inhibitrice ou 
stimulatrice indirecte ayant pour origine 1' action ovarienne 
sur l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien pour supprimer ou 
5 diiainuer fortement la divergence entre follicules 
ovulatoires et non ovulatoires et provoquer 1' ovulation par 
un apport, a un moment determine du developpement des 
follicules, de la LH ou de 1'hCG en quantity et pendant un 
temps suffisant. 

10 Ces conditions sont remplies au cours de 

1'anoestrus profond que la methode de traitement conforme a 
1' invention entraine. II est tel qu'il permette le 
developpement des follicules antraux jusqu'au stade de 
prdrecrutement. Cet etat d'anoestrus qui est obtenu et qui 

15 est decrit dans les exemples a limite la croissance des 
follicules decelables ^ une valeur ne depassant pas 5 mm 
avec l'agonisre D.Trp 6 -LHRH et 14 nun avec 1'agoniste Des- 
Gly-D.Trp 6 -LHRH ethylamide. Le mecanisme peut sans doute 
etre rapports a la suppression de la secretion de la LH 

20 pulsee et a 1 ' abaissement de la secretion basale de FSH, 
ainsi qu'a la suppression des mecanismes d' inhibition 
indirecte partant des ovaires. 

Le nouveau mode de secretion des hormones 
gonadotropes a entraine la suppression des cycles oestriens. 

25 Cet etat d'anoestrus est controle, apres la disparition de 
la phase luteale existant au moment de 1 'application du 
traitement (moment prefere), par le maintien du taux de 
progesterone plasmatique au-dessous du seuil de detection. 
Le traitement commence de preference au debut de cette phase 

30 luteale. 

La desensibilisation de 1'hypophyse a 1' action de 
1' hormone LHRH endogene peut etre obtenue notamment soit par 
1 ' administration d'un analogue agoniste de LHRH a dose 
elevee ( supraphysiologique ) et continue, soit par 
1 ' administration d'un analogue antagoniste de LHRH, pendant 
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le temps necessaire a la mise en place et au maintien de 
1 ' anoestrus profond permettant 1 ' application du ou des 
traitements successifs de superovulation, de fertilisation 
des ovocytes par insemination artificielle et de recolte des 
5 embryons, qui sera suivie de leur transfert avant ou apres 
congelation* Ces trois dernieres techniques sont les 
techniques habituelles utilisees par les personnes 
specialisees dans les operations d ' insemination 
artificielle, de recolte et de transfert des embryons. 

10 Plutot que de recourir a de multiples injections, 

on prefere utiliser des formulations permettant la 
liberation continue de 1' analogue de la LHRH sur une duree 
qui determine la duree de la phase d ' anoestrus profond. 

Pour ce faire, on dispose des nombreuses 

15 techniques mises au point pour la preparation des 
formulations a liberation continue, notamment a base de 
polymeres degradables, en particuiier poly (lactide- 
glycolide) ou poly ( lactique-glycolique ) , ou de corps gras, 
notamment acides gras ou esters d'acides gras ou de 

20 polyethylene-glycol , realisees notamment sous forme de 
films, implants ou microspheres. 

On preferera des microspheres de poly ( lactide- 
glycolide) ou de poly ( lac- ique-glycolique ) , ou 

eventuellement d'autres compositions, preparees notamment 

25 selon le procede d6crit dans la demande de brevet frangais 

FR-A-2 693 905. Le procede de preparation decrit dans les 

* 

essais est conforme a cette demande anterieure. 

Par analogue agonist e de la LHRH, il faut entendre 
comme il est d' usage toute molecule possedant les proprietes 
30 biologiques de la LHRH naturelle, c'est-a-dire notamment 
action sur 1'hypophyse declenchant une secretion de LH et de 
FSH. II peut ^galement s'agir de la LHRH elle-meme. De 
nombreux analogues agonistes de ia LHRH sont aujourd'hui 
connus des specialistes et il n'entre done pas dans le cadre 
de cette demande de les citer tous. lis peuvent §tre 
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d'origine naturelle, de recombinaison ou synthetique, c'est- 
a-dire obtenus par synthese chimique complete ou par 
modification chimique d'une molecule naturelle, par exemple 
par substitution d'acides amines et/ou modification des 
extremites carboxyterminale ou aminoterminale. L ' invention 
utilise preferentiellement 1' analogue D.Trp 6 -LHRH (brevet 
FR-A-2 313 940) ou le Des-Gly-D .Trp 6 -LHRH ethylamide (brevet 
FR-A-2 397 192) . 

L'effet recherche avec l'agoniste est une 
saturation des recepteurs hypophysaires de la LHRH qui dure 
tout au long de la periode d'anoestrus profond qui a ete 
• choisie. L'agoniste est done administre de maniere que, 
durant toute la periode d' administration, il soit en 
concentration supraphysiologique dans le sang, ce qui 
15 signifie que la concentration en agonists reste a un niveau 
toujours superieur aux pics de secretion de LHRH endogene 
par 1' hypothalamus. II s'agit la de 1 ' application a 
l'hypophyse du phenomene bien connu de desensibilisation 
(appele "downregulation" des recepteurs de la LHRH par les 

20 Anglo-Saxons). 

Pour un analogue donne, la posologie depend de la 
formulation qui elle-meme definit la duree de liberation. 
On ne peut pas en effet definir la teneur plasmatique 
minimale requise en analogue car, en dessous d'un certain 
seuil, les techniques ne permetten- plus de detecter et 
mesurer la concentration reelle en analogue- Lors de 
l'anoestrus profond, on constatera comme dans l'anoestrus 
leger une disparition persistante de la secretion de 
progesterone (dosage par les techniques usuelles). 
Toutefois, l'effet l'anoestrus profond recherche se 
caracterise specif iquement par un arret du developpement 
folliculaire pendant toute la phase d'anoestrus profond, cet 
etat pouvant etre confirme notamment par des examens 
echographiques. Notamment, l'examen echographique revelera 
essentiellement 1' existence de foliicules de diametre ne 



25 
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depassant pas 14 mm environ, de preference 10 mm environ. II 
est aise de determiner les doses d' analogue qui sont 
necessaires en liaison avec une formulation donnee, en 
recourant a des essais et en verifiant, par les techniques 
5 ci-dessus, l'obtention d'un anoestrus profond sur une 
periode donnee, en s ' aidant des essais decrits plus loin. 
Une autre caracteristique specif ique de l'etat d' anoestrus 
profond est sans doute la suppression de la FSH puisne. II 
s'agit la cependant d'une caracteristique difficile a mettre 

10 en evidence, notamment dans la pratique courante, en raison 
des difficultes de dosage. 

Les doses d'agonistes pourront etre les suivantes: 
- pour une formulation de liberation de l'ordre de 40 ^ 50 
jours : de 15 a 150 mg, notamment de 25 a 100 mg. 

15 - pour une formulation de liberation de l'ordre de 85 a 100 
jours : de 30 a 300 mg, notamment de 50 a 200 mg, soit 
environ le double des doses choisies pour la liberation plus 
courte . 

On remarque que le passage a une formulation de 
20 duree de liberation double necessite le doublement de la 
dose. Cette regie dose/duree pourra etre transposee a des 
formulations de durees de liberation diff ©rentes. 

Les doses minimales pourront etre augmentees ou 
diminuees pour des animaux dont le poids s'ecarte 
.25 sensiblement de la moyerme arbitraire des 500 kg 
( respect ivement superieur a 500 kg et inferieur a 500 kg) 

Pour le D.Trp 6 -LHRH, on a pu determiner des doses 
efficaces de 150 mg d' analogue agoniste avec une liberation 
continue de l'ordre de 40 a 50 jours et de 300 mg avec une 
30 liberation continue de l'ordre de 85 a 100 jours, et merae de 
50 mg pour avec une liberation de l'ordre de 40 jours. 

De preference, pour une formulation a liberation 
continue de l'ordre de 40 a 50 jours, .on administre a 
1' animal une dose de cet agoniste de la LHRH comprise entre 
40 et 150 mg environ et de preference environ 50 et 100 mg. 
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Pour une formulation de type 8 5 a 100 jours environ, la dose 
peut etre comprise entre 100 et 300 mg environ. 

De fagon avantageuse, le Des-Gly-D . Tr? 6 -LHRH 
ethylaroide s'est revele efficace a des doses legerement 
5 inferieures a celles du precedent ; on a notamment pu 
demontrer une efficacite aux doses de 16,7, 33,7 et 50,1 mg 
d'agoniste avec une duree de liberation de l'ordre de 40 £ 
50 jours environ. La dose efficace dans ces conditions est 
superieure a 16-17 rag et meme a 15 mg environ, de preference 

10 superieure a 25 mg, notamment comprise entre 30 et 40 mg 
environ et plus particulierement de l'ordre de 33 ou 34 mg, 
d'agoniste pour une formulation de duree de liberation de 
l'ordre de 40 a 50 jours. 

La dose efficace pour une formulation de 

15 liberation de 85 a 100 jours environ correspond de 
preference environ au double de la dose pour 40 a 50 jours. 
On pourra done administrer not amine nt une dose superieure a 
30 mg, en particulier une dose comprise entre 60 et 80 mg. 

Si l'on ne souhaite realiser qu'une seule phase de 

20 superovulation, on choisira avantageusement des formulations 
a liberation courte, par exemple de l'ordre de 40 a 50 
jours, afin que 1' animal retrouve rapidement son etat normal 
apres la recolte des embryons. 

Les formulations a plus longue duree de liberation 

25 seront plus appropriees a l'induction de plusieurs phases de 
superovulation successives au cours d'un anoestrus profond 
unique. On a toutefois demontre que cela etait aussi 
possible avec la liberation courte de 40 a 50 jours. 

L ' invention prevoit aussi 1 ' utilisation 

30 d' analogues anragonistes de la LHRK. II s'agit la de ce 
qu'il est communement convenu d'appeler les molecules 
s'opposant a 1' action de la LHRH endogene par leur fixation 
sur les recepteurs specif iques a cette hormone. Leur action 
est plus rapide que celle des agonistes et requiert une 
concentration penaettant de bloquer les recepteurs sur la 
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duree choisie pour l'anoestrus profond. Les antagonistes ne 
provoquent pas un effer cie srimuiation premier cie courts 
duree de la secretion de LH et FSH, comme c'est le cas avec 
les agonistes avant d'obtenir 1 ' etat de desensibilisation. 

On connait un grand nombre d 'antagonistes de la 
LHRH. On pourra notainment utiliser les antagonistes decrits 
dans la demande de brevet internationale WO 92/19651 
(agonistes selon les sequences SEQ ID NO : 1 et NO : 2 
decrites dans cette demande) et les agonistes ORG 3085 0 
(G.H.J. Deckers et al., J. Steroid Biochem. Molec. Biol., 
vol. 42, 705 - 712, 1992), Antide (K. Wallen et al., 
Physiology & Behavior, vol. SO, 429-435, Pergamon Press pic, 
1991). Voir aussi dans V.J. Csernus et al., P.N.A.S. USA, 
vol. 89, 5759 - 5763, 1992. 

La liberation continue des agonistes de LHRH (ou 
GnRH) a deja et£ decrite chez les bovins dans un but 
different de celui qui fait l'objet de 1' invention. Les 
administrations de la GnRH synthetique a la genisse 
prepubere (S.E. Dodson et al., J. Reprod. Fertil., 1988, 82, 
526—538) ou de la busereline (F- Grassalli et al., Anim. 
Reprod. Sci. , 1993, 32, 153-161) sont effectuees & faible 
dose, sont limitees a 10-15 jours, et ont pour but le 
declenchement d'une ovulation precoce. Les auteurs ont 
observe une forte augmentation de la LH des 1' administration 
de GnRH ou de son agoniste. Faisant suite ^ cette liberation 
precoce succede une secretion basale de LH augmentee ( F . 
Grasselli, 1993) ou abaissee (S.E. Dodson, 1988). Cette 
diminution de la secretion basale de LH est egalement 
observee par traitement de vaches en post-partum £ faible 
dose a l'aide d'implants de busereline (B.J. McLeod et al., 
Anim. Reprod., Sci., 1991, 24, 1-11) et est rapportee a un 
etat de downregulation ou desensibiiisation de 1 ' hypophyse . 
Ces travaux ne sont pas orientes vers la superovulation, ils 
visent a diminuer la periode prepubere et a obtenir une 
ovulation precoce pour les deux premiers et a supprimer 
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l'anoestrus post-partum pour 1'emploi de doses faibles de 
GnRH ou de ses agonistes pour le dernier. 

Le recrutement et la croissance folliculaire sont 
assures par un apport de FSH , qu'elle soit une hormone 
5 d' extraction FSH porcine ou ovine ou bovine ou equine, ou 
qu'elle soit une hormone FSH de recorabinaison. Cet apport 
par voie parenterale est realise par administration au raoins 
deux fois par jour, a intervaile regulier, ou par un systeme 
a relargage continu (par exeraple tei que d6crit pour 

10 1' analogue de la LHRH) . Cet apport est maintenu de 
preference pendant de 4 & 7 jours. L ' administration de LH ou 
d'hCG est de preference effectuee pendant de 1 a 2 jours 
environ, et commence de preference le dernier jour de 
1 ' administration de FSH. On evitera en general d' administrer 

15 la LH ou 1'hCG pendant les chaleurs. De preference, 
1 ' administration se fera lorsque la taille des follicules 
sera d ' au raoins 14 mm, notamment de 1'ordre de 14-15 mm. La 
LH utiiisee est soit une hormone d' extraction, porcine, 
ovine ou bovine ou equine ou une hormone de recombinaison. 

20 L ' invention a aussi pour objet la methode elle- 

meme, telle que definie ci-dessus, qui consiste a 
administrer a 1 ' animal un analogue, agonists ou antagoniste, 
de la LHRH de maniere h desensibiliser l'hypophyse a 
1' action de la LHRH endogene, pour obtenir un anoestrus 

25 profond. 

En variante, la desensibilisation de l'hypophyse a 
la LHRH endogene peut aussi etre realisee par 
immunoneutralisation anti-LHRH par voie active ou passive. 

Enfin, 1 'invention a encore pour objet un Jcit de 
30 superovulation pour les femelles bovines, comprenant, 
separement, une formulation ^ liberation continue comprenant 
comme principe actif un analogue de ia LHRH, une formulation 
comprenant comme principe actif de 1' hormone FSH et une 
formulation comprenant un principe actif choisi dans le 
groupe consistant en hormone LH et hormone hCG. Les 
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formulations sont notamraent conforraes a ce qui a ete decrit 
ci-dessus. 

L' invention va etre maintenant decrit e plus en 
detail dans ce qui suit, avec la description des modes 
5 preferes de preparation des formulations d' analogue de la 
LHRH f la presentation d'essais de raise en anoestrus profond 
et la description des etapes subsequentes de la methode de 
superovulation. 

Les figures annexees montrent : 

10 - a la figure 1, un graphe presentant, pour la vache n' 1, 
le profil de la concentration plasmatique de progesterone, 
d£terminee par dosage radio immuno 1 o gique , apres injection au 
jour 0 d'une formulation PLG 50:50 / D.Trp 6 -LHRH (150 mg 
d'analogue agoniste ) ayant un profil de liberation de 

15 l'ordre de 40 jours, le plateau qui correspond a 1 "absence 
de detection de progesterone plasmatique representant la 
phase d' anoestrus profond - ce graphe correspond au tableau 
i ; 

- a la figure 2, un graphe analogue a celui de la figure 1, 
20 pour la vache n # 4, traitee dans les memes conditions que la 

vache n' 1 ; 

- a la figure 3, un graphe analogue aux precedents, pour une 
formulation PLG 65:35 / D.Trp 6 -LHRH (300 mg d'analogue 
agoniste) ayant un profil de liberation de l'ordre de 85 a 

25 100 jours - vache n* 5 - ce graphe correspond au tableau 2; 

- a la figure 4, un graphe analogue a celui de la figure 3, 
pour la vache n* 6, traitee dans les memes conditions que la 
vache n* 5 ; et 

~ a la figure 5, un graphe presentant le profil de la 
30 concentration plasmatique de progesterone d'une vache temoin 
n' ayant pas regu de formulation d'analogue de la LHRH - les 
cycles se d^roulent normal eraent. 

A - PREPARATION DES FORMULATIONS D ' ANALOGUES DE LA LHRH. 

Plusieurs methodes de formulation des analogues de 
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LHRH permettent d'obtenir une liberation prolongee' et 
continue du principe actif a partir de la forme galenique. 
Les methodes citees ci-dessous permettent: de moduler la 
duree de liberation de 1' analogue en fonction de certains 
5 parametres de formulation. Ces methodes font appel a deux 
categories d'excipients : 

des polymeres degxadables representes en particulier par 
la famille des poly ( lactide-glycolide ) et poly ( lactique- 
glycolique) ; 

10 - des corps gras representes en particulier par des acides 
gras et des esters d'acide gras ou de polyethylene-glycol . 

La premiere methode de formulation fait appel a 
des polymeres degradables de la famille des poly ( lactide- 
glycolide) et poly ( lactique-glycolique ) (PLG). Ces polymeres 

IS presentent une biocompatibilite tres satisiaisante et ont la 
capacite de s'hydrolyser pour generer des composants 
naturels, l'acide lactique et 1 ' acide glycolique. La vitesse 
d'hydrolyse de ces polymeres est modulable en fonction 
essentiellement du ratio des comonomeres lactide et 

20 glycolide, de la masse moleculaire des polymeres, et des 
isomeres lactide utilises. Cette vitesse est maximale 
lorsque le ratio est egal a 50/50, puis elle diminue lorsque 
la proportion de lactide augment e . Cette propriete est 
utilisee pour moduler la duree de liberation des analogues 

25 LHRH a partir d'une forme galenique realisee avec ces 
polymeres. Les analogues de LHRH et plus particuliersment 
les agonistes de LHRH sont des peptides insolubles dans une 
matrice de PLG. Ces composes se presentent generalement sous 
forme d'une microdispersion dans 1 ' excipient PLG. La forme 

30 galenique peut etre variable: films, implants ou 
microspheres. Cette demiere forme galenique presente 
l'avantage d'Stre aisement injectable, apr&s remise en 
suspension dans un liquide adecruat. Les methodes de 
microencapsulation permettant d'obtenir cette forme 
galenique sont variables, essentiellement: la 
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microencapsulation par coacervacion, par evaporation cie 
solvant, et la methods d * atomisation ou >■ spray-drying" . La 
methode de microencapsulation par evaporation de solvaxm est 
decrite dans l'exemple n* 1. 
5 Les mecanismes de liberation de 1'agoniste LHRH a 

partir de la forme galenique sont varies : 

- Liberation par dissolution rapide de 1'agoniste situe en 
peripherie de la forme galenique, et expose directement aux 
fluides biologiques. 

10 - Liberation par percolation : ce mode de diffusion d'un 
principe actif disperse dans une matrice polymere hydrophobe 
est lie a 1 'interconnexion des particules de principe actif 
entre elles, ce reseau interconnecte etant lui-meme en 
contact avec le milieu exterieur. La liberation du principe 

15 actif est liee a la penetration progressive des fluides 
biologiques dans le reseau, permetrant la dissolution du 
principe actif e- sa diffusion dans le milieu exterieur. Ce 
mode de liberation est module quanritativement et dans le 
temps par la proportion de principe actif disperse dans la 
20 matrice polymere, la solubiiite du principe actif, sa 
granulometrie . 

- Liberation liee a 1'hydrolyse du polymere : 1'hydrolysa du 
polymere, par exemple un PLG, scinde les chaines 
polymeriques en fragments plus courts hydrosolubles a terme. 

25 Ce phenomene induit une augmentation de 1 ' hydrophilie et de 
la porosite de la forme galenique, permettant la penetration 
des fluides biologiques et 1' extraction du principe actif. 
Ce mecanisme de liberation est module dans le temps par la 
vitesse d'hydrolyse du polymere et par la masse moleculaire 

30 initiale du polymere. 

Ces trois mecanismes interviennent lors de la liberation 
d'agonistes LHRH a partir de microspheres de PLG, et sont a 
1'origine de cinetiques de liberation triphasiques : 

lere phase: liberation instantanee ou "burst 
effect", se produisant peu apres 1 ' administration du 
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produit . 

2eme phase: phase de diffusion liee a la 
percolation, dont le debit.de liberation est controle par la 
proportion d'agonistes de LHRH utilisee dans la formulation 
5 de microspheres. La duree de cette phase est controlee par 
le ratio de co-monoroeres lactide/glycolide, et par la masse 
moleculaire initiale du polymere. Cette phase est d'autant 
plus courte que le ratio lactide/glycolide est: proche de 
50/50 et la masse moleculaire initiale du polymere est 
10 faible. 

3eme phase : phase de liberation liee a 
1'hydrolyse du polymere dont la duree est controlee 
essentiellement par le ratio lactide/glycolide. Cette duree 
peut varier de un mois environ a plus d'une annee. Le debit 
15 de liberation est generalement superieur a celui de la phase 
precedente . 

Le profil triphasique de liberation peut etre 
modifie avec les param^tres de formulation: 

- La reduction de la duree, voire -La disparition de la 2eme 
20 phase est observee avec des polymeres de forte vitesse de 
degradation et de faible masse moleculaire initiale, par 
exeraple des polymeres PLG50:50 de faible masse moleculaire, 
ceci permettant d'obtenir des debits de liberation 
relativement constants. 
25 - L ' augmentation du debit de liberation pendant la 2£me 
phase est obtenue en augmentant la proportion de principe 
actif dans la formulation, la cinetique de liberation 
tendant vers un profil regulierement decroissant avec le 
temps. 

30 Des profils de liberation non triphasiques , mais 

relativement constants ou r£gulierement decroissants sont 
egalement obtenus avec des polymeres de faible masse 
moleculaire, par exemple des poly (D.L. lactide) de masse 
moleculaire de l'ordre de 2000. Ces polymeres peuvent etre 
utilises purs dans la formulation, ou prealablement melanges 
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avec des polymeres de plus haute masse moleculaire, puis 
tommies . 

La combinaison des parametres de formulation 
permet d'obtenir des durees et des profiis de liberation 
5 controles. La duree totale de liberation d'un agoniste LHRH 
peut etre ajustee pour atteindre des periodes variant de 
quelques jours a plus d'un an. 

Une deuxieme methode de formulation fait appel a 
des corps gras, par exemple des acides gras ou des esters 
10 d' acides gras, formules en implants ou microspheres avec le 
principe actif. Le m^canisme de liberation d'un agoniste 
LHRH a partir de ces formulations est liS: 

- a la diffusion du principe acrtif dans l'excipient 
lipidique. La duree de liberation d'un agoniste LHRH peut 

15 etre ajustee: 

par la proportion d' agoniste incorporee dans la 
formulation: la duree de liberation decroit avec 
1 'augmentation de la proportion d' agoniste incorporee. 

par la valeur HLB (Balance Hydropiiile Lipophile) de 
20 1'excipient lipidique: 1 ' augmentation par exemple de 1 a 5 
de la valeur HLB de 1'excipient lipidique permet de reduire 
de 5 raois a une semaine la duree totale de liberation d'un 
agoniste LHRH incorpore dans des implants lipidiques. 

- a 1' erosion de 1'excipient lipidique: ce phenomene est 
25 d'autant plus rapide que la temperature de fusion de 

1'excipient lipidique utilise est faible. La duree de 
liberation de 1' agoniste LHRH peut etre controlee en 
modifiant ce parametre. 

30 B - ESSAIS DE MISE EN ANOESTRUS FRO FOND 

La mesure des concentrations plasmatiques de la 
D.Trp 6 -LHRH liberee et de la progesterone est effectuee par 
methode radioimmunologique . Le dosage r adi o i mrn u n o 1 ogique de 
la D.Trp^— LHRH plasmatique repose sur le principe d'une 
reaction d' inhibition competitive entre la D.Trp 6 -LHRH 
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marquee a 1 /125 I en quantite constante et la D.Trp°-LHRH 
etalon ou celle contenue dans les echantillons de plasma, 
vis-a-vis des sites de liaison d'un serum anti-D . Trp°-LHRH - 
La quantity de D.Trp 6 -LHRH est: exprimee en ng/ml de plasma. 
5 Le dosage radioimmunoiogique de la progesterone 

plasmatique est effectue par methode directe a l'aide de la 
progesterone marquee par 1' 125 I. Elle repose sur une 
reaction d' inhibition competitive entre la progesterone 
marquee en quantite constante et la progesterone <§talon ou 
10 celle contenue dans les echantillons de plasma. La quantite 
de progesterone est exprimee en ng/nil de plasma- 

ler exemple (3 tableaux (1 a 3), 2 figures (1 et 2)) 

Le traitement de desensibilisation a ete applique 

15 sur 4 vaches a l'aide . de 1' analogue agoniste de la LHRH, la 
D.Trp 6 -LHRH. Celle-ci fut incorpores dans des microspheres 
de copolymeres lactique-glycolique qui assurent une 
concentration plasmatique decelable chez la femelle bovine 
pendant 40 jours pour une premiere formulation et 85-100 

20 jours pour la seconde. 

Preparation et administration de microspheres de 
PLG incorporant 1 ' analogue D.Trp 6 -LHRH: 

a) Formulation PLG50:50 
• Cette formulation penaet de liberer 1 ' agoniste 

25 D.Trp 6 -LHRH pendant environ 40 jours a des niveaux 
detectables chez la vache. 45 mg d'un lyophilisat de D.Trp 6 - 
LHRH (trifluoroacetate) sont peses puis disperses dans une 
solution composee de 1455 mg de poly<D.L. lactide-glycoiide ) 
50:50 de viscosite inherente 0,4 dl/g, dans 5,4 ml de 

30 dichloromethane sous agitation. Ce solvant pennet la 
dispersion fine du lyophilisat et pennet la solubilisation 
du polym^re. Lorsque la repartition du peptide est homogene, 
la dispersion est injectee * travers un tube de 2 mm de 
diametre dans 450 ml d'une solution d'alcool polyvinylique a 
1% dans de l'eau demineralisee a 25 'C, sous 1 'agitation 
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d'une helice tournant a 700 tours par minute. Deux gouttes 
d'une emulsion silicone antimousse sont reparties, puis ie 
dichloromethane est: evapore par diffusion d'air comprime 
dans le melange. Apres evaporation, les microspheres durcies 
5 sont recoltees par filtration sous vide, lavees a l'eau 
deraineralisee puis sont sechees sur un papier filtre. Un 
lavage complementaire avec 40 ml de trichloro 1,1,2 
trifluoro 1,2,2 ethane permet d'£liminer le silicone 
antimousse residue!. Les microspheres sont sechees, puis 

10 stockees a + 4*C. 

Cette operation est repetee jusqu'a l'obtention 
d'une quantite suffisante de microspheres incorporant 
D.Trp 6 -LHRH. La quantite de D.Trp 6 -LHRH presente dans les 
microspheres est determinee par une methode d' extraction 

15 puis dosage en chromatographie liquide haute performance. 

Administration aux vaches : La quantite de 
microspheres equivalent a 150 mg de D.Trp 6 -LHRH inccrporee 
est repartie dans 2 seringues. Les microspheres de chaque 
seringue sont mises en suspension- dans 20 mi d'un liquide 

20 visqueux comoose de 2% de carboxymethyi-cellulose et de 0,2% 
de Tween 80 en solution dans de l'eau physio logique , puis 
sont injectees par voie intramusculaire profonde dans 
1 'encolure. 

b) Formulation PLG65:35 

25 Cette formulation permet de liberer l'agoniste 

pendant environ 85-100 jours. Le meme mode de preparation 
est adopte avec un polymere poly(D.L. lactide-glycolide ) 
65:35 de viscosite inherent e 0,34 dl/g: 90 mg d'un 
lyophilisat D.Trp 6 -LHRH sont peses puis disperses dans une 

30 solution composSe de 1410 mg de poly(D.L. lactide-glycolide) 
63:35 dans 3 ml de dichloromethane , sous agitation. Les 
etapes ulterieures sont identiques a la description 
precedente. 

Administration : la quantite de microspheres 
equivalent a 300 mg de D.Trp 6 -LHRH incorporee est repartie 
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dans 2 seringues, puis adrainistree dans les memes conditions 
que precedemment . 

L'administration des microspheres a base de 
copolymeres lactique-glycolique a ete effectuee en debut de 
5 la phase luteale. Elle a entraine sur tous les animaux un 
allongement de la phase luteale, par comparaison avec la 
duree de la phase luteale du cycle precedent. 

La disparition persistante de la secretion de 
progesterone a dSfini 1' anoestrus en 1' absence d'autres 

10 examens ( echographie , dosages de LH et FSH) . La fin de la 
periode d'anoestrus est moins precise et doit intervenir 
quelques jours avant la reapparition de la progesterone. 

L'examen echographique fut limite & 2 observations 
a une semaine d'intervalle a des moments precis du 

15 traitement, d'une part vers la fin probable de son 
efficacite, un raois aprfes la disparition de trace decelable 
de D . Tr~p°— LHRH dans le plasma, d' autre part pendant la phase 
stationnaire du traitement, marquee par une concentration 
stable et caracterisrique de 1'agoniste de LHRH. Cat 

20 anoestrus a pu etre classe en deux etats bien differents 
dans l'un et 1' autre moment, un anoestrus prof and pendant la 
phase correspondant a la mise en evidence dans le plasma de 
1'agoniste, un anoestrus leger un mois apres la disparition 
plasmatique de D.Trp 6 -LHRH. L'etat d' anoestrus profond, 

25 pendant lequel les follicules ne depassent pas le diametre 
de 3-4 mm, correspond 4 l'Stat necessaire a 1 ' application du 
traitement de superovulation. II permet le recrutement par 
1'apport de la FSH (vaches 5 et 6). II est suivi d'un etat 
d' anoestrus moins profond pendant lequel le recrutement et 

30 la selection des follicules sont observes spontanement 
(vaches 1 et 4). Cet anoestrus leger est comparable a 
1' anoestrus physiologique observe apres la mise-bas ou 
pendant la gestation- II precede la reapparition de 
1' oestrus dans cette experimentation. 
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Le tableau 1 et les figures 1 et 2 concernent les 
vaches 1 et 4 ayant regu un traitement de desensibilisation 
de courte duree (40 jours decelables). La fin de la phase 
luteale commence 21 jours apr&s 1 ' administration en d6but de 
phase luteale pour les vaches 1 et 4 . L' examen echographique 
fut effectue 1 mois apres la disparition de la D.Trp 6 -LHRH 
plasmatique mesurable, soit respectivement 65 et 72 jours 
pour la vache 1 et 58 et 65 jours pour la vache 2 apres 
1 ' administration des microspheres ; il a conduit aux 
observations suivantes (nombre de follicules F et diametre 
en mm) qui traduisent un anoestrus leger : 



15 



a) Vache n* 1 (1393 ) 



ler examen 
+ 65 j 



2e examen 
+ 72 j 



ovaire droit 



1 F 
5 F 



12 mm 
4 mm 



1 F 
1 F 



12-13 nun 
5 mm 



20 ovaire gauche 



2 F 6 mm 
4 F 4 mm 



1 F 



20 mm 



25 



b) Vache n* 4 (1866) 



ler examen 
+ 58 j 



2e examen 
+ 65 j 



30 



ovaire droit 



ovaire gauche 



2 F 



4 mm 



0 F (non decele) 



1 F 

4 F 

5 F 



12 mm 

3 mm 

4 mm 



Le tableau 2 et les figures 3 et 4 concernent les vaches n* 
5 et 6 ayant regu un traitement de desensibilisation de 
longue duree (D.Trp 6 -LHRE dScelable dans le plasma pendant 
86 et 103 jours). La fin de la phase luteale commence, pour 
la vache n - 5, 15 jours, et pour la vache n # 6, 25 jours, 
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apres 1 ' administration en debut de phase luteale. 

L'examen echographique fut effectue pendant la 
phase de liberation stable et caracteristique des 
microspheres de D.Trp 6 -LHRH respectivement 65 et 72 jours 
5 pour la vache n* 6 et 5 8 et 65 jours pour la vache n* 5 
apres 1 ' administration des microspheres. II correspond a la 
phase d'anoestrus profond au cours duquel aucun follicule 
superieur ct 5 

10 a) Vache n* 6 



ovaire droit 
15 ovaire gauche 

b) Vache n # 5 

20 ovaire droit 
ovaire gauche 

Le tableau 3 et la figure 5 concernent les mesures 
25 de progesterone faites sur une vache temoin (1398). 

Le retour de 1' oestrus a 6te observe sur les 4 vaches. 
Apres le debut du traitement de courte duree : 
. 100 jours chez la vache 1 (1393) 
80 jours chez la vache 4 (1866) 

30 

2e exemple - 2 tableaux (no 4 et 5) 

Le traitement de desensibilisation a ete applique 
sur 6 vaches a 1'aide de 1' analogue agoniste de la LHRH, la 
D.Trp 6 -LHRH. 

35 II est applique en debut: de la phase luteale k 



mm n'est observe. 



ler examen 
+ 65 j 

3 F 3 mm 

2 F 3 mm 

ler examen 

IF 5 mm 
IF 3 mm 

3 F 3 mm 



2e examen 
+ 72 j 

4 F 3 mm 
3 F 3 mm 

2e examen 
2 F 4 mm 

5 F 3 mm 
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l'aide de la formulation D . Trp 6 -LHRH/PLG 50-50 a la dose de 
50 mg ou de 16,7 mg par vache. 

a) Dose de 50 mg - tableau 4 
. vache 1-13 93 

5 Suppression de la phase luteale 14 jours apres le debut du 
traitement de desensibilisation . 

Re tour de la secretion de progesterone 114 jours apres le 
debut du traitement. 
•vache 7 - 1901 

L0 Suppression de la phase lutfiale 17 jours apres le debut du 
traitement de desensibilisation. 
. vache 10 - 1923 

Suppression de la phase luteale 21 jours apres le debut du 
traitement de desensibilisation, 
15 b) Dose de 16,7 mg - tableau 5 

- vache 3 - 1398 
Dose inefficace 

- vache 4 - 18 66 
Dose inefficace 

20 - vache 5-1867 

Dose partiel lenient efficace 

C - ETAFES ULTERIEURES A LA MISE EN ANOESTRUS PROFOND 
lere etape : Recrutement et developpement des follicules. 
2S Cette etape peut etre declenchee a tout moment de 

la phase d'anoestrus profond. 

II suffit de respecter : 

- la periode de mise en place de 1'anoestrus profond apres 
injection de la formulation d'analogrue de la LHRH, celle-ci 

30 variant selon le type d' analogue, agoniste (plusieurs jours 
selon la formulation retard utilisee) ou antagoniste 
(immediate: absence de phase de latence) ; 

- le temps necessaire pour aboutir aux embryons et a leur 
recolte, 6tant donne qu'il est preferable que 1' ensemble des 

35 operations, y compris la recolte des embryons, soit realisee 
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a I'interieur de la phase d'anoestrus profond. A partir du 
debut du traitement par la FSH, il faut compter de 18 a 21 
jours environ jusqu'a la recolte des embryons. 

5 Pour les formulations utilisees au cours des 

essais dScrits plus haut, la p£riode de mise en place de 
l'anoestms profond est en moyenne de : 

- PLG 50:50 : moins de 20 jours (environ 18 jours) 

- PLG 65:35 : moins de 25 jours (environ 21 jours). 

10 Cette periode est facile a determiner pour chaque 
formulation au cours d'un essai de mise en. anoestrus et du 
suivi de 1' evolution de la concentration en progesterone (et 
exanen echographique et eventuellement raesure de la FSH pour 
conf inner 1'etat d'anoestrus profond). 

15 Au jour choisi, on adminisrre a 1' animal de 

1' hormone FSH en presence eventuellement de 1' hormone LH. 
Formulation : 

- hormone FSH d' extraction de preference d'origine porcine, 
ovine (ou encore bovine ou equine), cu hormone de 

20 recombinaison ; 

- posologie journalise selon 1'origine de 1' hormone : de 30. 
a 300 preference entre 80 et 140 environ, par 
exemple de l'ordre de 125 jig/j. 

- autres constituants : eventuellement LH a un maximum de 40 
25 a 60 ^g/j. 

Duree du traitement : de 4 7 jours, 1'objectif 
etant d'obtenir des follicules de 14-15 mm environ. 

On peut aussi choisir d'utiliser une formulation a 
liberation continue du type decrit plus haut, permertant de 
liberer la dose journaliere requise sur la periode totale de 
4 a 7 jours • 

L'apport de FSH declenciie le recrutement et la 
croissance des follicules qui se trouvaient au stade de 
prerecruteraent dans la phase d'anoestrus profond (follicules 
35 antraux). Apres de 4 a 7 jours de traitement par la FSH , on 
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aboutit a des follicules ovulatoires. 

2eme etape ; Declenchement de 1' ovulation. 

Le dernier jour du traitement a la FSH, on 
5 administre en sus a 1' animal de 1' hormone LH ou de 1' hormone 
hCG. 

Formulation : 

- hormone d ' extraction d'origine porcine, ovine, bovine ou 
equine, ou hormone de recombinaison ; 

10 - dose : de 2 a 6 mg/j pour LH ou de 3 000 a 6 000 Ul/j pour 
la hCG. 

Pour les essais, on a choisi d ' adrainistrer 3 mg de 
LH d'origine porcine par jour en 1 ou 2 administrations par 
voie intramusculaire , pendant de 1 a 2 jours. 
15 On peut avantageusement utiliser une formulation a 

liberation continue. 

Ce traitement declenche 1 ' ovulation. 

On applique ensuite les etapes classiques des 
methodes de superovulation, jusqu'a la recolte des embryons, 
20 a savoir : 

- fertilisation des ovocytes par insemination artif icielle , 

- recolte des embryons, et 

- transfert des embryons. 

25 D - 3eme EXEMPLE : TRAITEMENT DE SUPEROVULATION UTILISANT 
L'AGONISTE Des -Gly-D . Trp 6 -LHRH 

L ' experimentation conduisant a demontrer la 
faisabilite de la superovulation a ete realisee sur 6 
femelles bovines mises en anoestrus profond obtenu par 

30 1' administration de microspheres de PLG 50/50 incorporant le 
Des-Gly-D . Trp 6 -LHRH ethylamide (denorame agonist e dans la 
suite du texte). Les microspheres ont ete preparees selon la 
methode decrite au ler exemple pour les doses d'agoniste 
indiquees plus loin . 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



RNRnnOID: <WO 9516459A1 I > 



WO 95/16459 ^ PCT/FR94/01464 

29 

1. Le protocole experimental. 

1.1 Synchronisation de 1' oestrus 

L 'oestrus precedent le traitement peut etre 
synchronise (ce qui est facultatif) par les methodes bien 
5 connues des specialistes . 

1.2 Detection de 1' oestrus 

Elle est effectuee 2 fois par jour a l'aide d'un 
taureau vasectomise. Les genisses sont considerees en 
chaleur si elles acceptent le chevauchement. 
10 . x.3 Traite ment de mise en anoestrus par injection 

des microspheres PLG/5Q—5Q incorporant 1' agoniste de lhrh. 

Au jour 2 du cycle oestrien (2 jours apres 

1' apparition des chaleurs). 

Trois doses ont ete utilises : 16,7 ; 33,7 et 50,1 

IS mg d ' agoniste . 

1.4 Exame n echographique de l'ovaire. 

L' observation des ovairss est enregistree sur 
cassette video. Elle est effectuee quotidiennement a partir 
de la detection des chaleurs qui precedent le traitement de 
20 desensibilisation hypophysaire jusqu'a la fin du traitement 
de superovulation. 

1.5 Dosages ho rmonaux. 

Les hormones FSH, LH et progesterone ont ete 

dosees : 

25 LH : 6 fois par jour, toutes les heures entre 8 et 12 heures 
a partir de la veille de 1' injection de 1' agonist, jusqu'au 
debut du traitement de superovulation. 

FSH: 2 fois par jour, a 8 et 9 h, a partir de la veille de 
1' injection de 1' agoniste jusqu'au debut du traitemenr de 
30 suoerovulation. Le jour.de l'injection de l'agoniste, = 
prelevements ont ete realises, toutes les heures entre 8 et 
12 heures. 

Progesterone : 1 fois par jour a partir de la veille de 
l'injection de l'agoniste jusqu'a la fin du traitement ae 
superovulation . 
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Les animaux ont ete leur propre temoin dans un 
cycle oestrien precedant le traitement. 

1.6 Traitement de superovulation par les hormones 
gonadotropes sur le s genisses en aonestrus . 
5 Pendant la periode de l'anoestrus provoque les 

animaux ont regu 1 ou 2 traitement s de superovulation. 

Le premier traitement de stimulation de la 
folliculogen^se a l'aide de produit Stimufol (vendu par 
RHONE MERIEUX, FRANCE ; composition : FSH porcine 500 fig et 
10 LH porcine 100 par flacon, a reprendre dans un volume de 
10 ml) a debute 10 jours apres la disparition du dernier 
follicule presentant un diametre superieur a 10 mm et a 6te 
conduit dans les conditions habituelles d'un traitement de 
superovulation a dose quotidienne constante. La posologie 
15 utilises a ete differente suivant les animaux. Les 
injections de Stimufol ont ete effectuees 2 fois par jour en 
injection intramusculaire et ont ete espacees de 10 a 12 
heures - 

Une injection de Prostaglandins (Prosolvin 3 ml) 
20 a ete effectuee h la 5e injection de Stimufol- Le traitement 
de Stimufol a ete arrete a 1' apparition des chaleurs, au 
plus tot apres la 8e injection. 

L' injection ovulante de LH porcine purifiSe ou 
d'hCG a ete effectuee au moment des chaleurs, au plus tot 12 
25 h apres la 8e injection de Stimufol, ou apres leur 
apparition sur le critere d'une taille folliculaire au moins 
6gale h 14 mm. 

1.7 Insemination articielle. 
12 h et 24 h apres 1' injection de LH ou de hCG. 
30 1.8 Collecte des embryons . 

Au jour 7 apres la l£re insemination. 

2. Resultats 

2 . 1 Dosage des hormones 
2 . 1.1 LH ~ 
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La concentration de LH augmente dans les 2 heures 
qui suivent 1' injection de l'agoniste. Vingt-quatre heures 
plus tard, la concentration de LH se stabilise a un niveau 
basal (0,5 - 1,1 ng/ml) et varie peu. 
5 Avant traitement par l'agoniste, les 

concentrations moyennes de LH entre J 4 et J14 du cycle sur 
les raemes animaux ne different pas de celles qui sont 
mesurees apres traitement; seule 1'erreur standard est plus 
importante avant traitement et traduit les fluctuations de 
10 la secretion chez les non traites (0,07 - 0,139 ng/ml contre 
0,015 - 0,022 ng/ml) . 

2.1-2. FSH 

Apres une augmentation de la concentration de FSH 
dans les heures qui suivent 1' injection de l'agoniste (de 
15 1,4 a 1,8 ng/ml) les valeurs redeviennent comparabies a 
celles des valeurs temcins mesurees dans un cycle prealable 
(0,36 = 0,036 et 0,29 = 0,029 pour les valeurs tamo ins des 
n* 27 et 99 et de 0,26 + 0,019 a 0,43 ± 0,024 pour les 
valeurs des animaux 87, 08, 27, 99, 37 apres traitement par 
20 les agonistes). 

2.1.3. Dosage de la progesterone. 

Les concentrations maximales de 9 a 25 ng/ml 
apparaissant vers J10-J15 sur les traites, elles sont de 8-9 
ng/ml vers J10-J14 dans les cycles taraoins. La regression 
25 des teneurs en progesterone intervient vers J15-J17 (cycles 
temoins) et J15-J22 chez les animaux traites par l'agoniste. 

2.2 C roissance folliculaire avant le traitement de 
superovulation . 

30 a) La reponse precoce a l'agoniste se traduit par 

la croissance de plusieurs follicules sur les 2 ovaires, le 
diametre maximum allant de 8 a 16 mm, et par 1 ' augmentation 
du nombre des follicules de diametre 7-10 mm allant de 3 a 
18 par animal et dont la regression intervient 4 a 8 jours 
apres le traitement. 
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b) Une dizaine de jours apres le traitement- par 
l'agoniste, il y absence de follicule preovuiatoire, ia 
taille maximale des follicules n'excede pas 6 a 14 mm de 
diametre suivant les animaux e-c traduit l'etat de 1'ovaire 
5 de l'anoestrus. 2 animaux sur 6 ont developpe des ovaires 
kystiques, de taille 20-25 mm ; chez l'un, il a regresse 
vers J16, chez 1' autre (n* 08), qui ne fut pas utilise pour 
la superovulation, il fut accompagne de chaleurs sans 
ovulation. 

10 c) Aucune difference de reponse n'a ete observee 

aux trois doses du traitement par l'agoniste. 

2.3 Traitement de superovulation. 
2.3.1. Croissance folliculaire 

Au ler jour de traitement de superovulation le 
15 nombre de follicules de la taille de 5 a 7,5 mm est 
superieur ou egal a 10. 

En fin de traitement , au momenz d ' induction de 
l'ovulation, la taille moyenne des follicules va da 11,9 a 
15,9 mm suivant les animaux. 
20 Exemples: genisse 37 (tableaux 6 et 7 ) et genisse 80 
(tableaux 8 et 9 ) ayanr recu 5 0,1 mg d' agonists et ayant 
subi deux traitements de superovulation successifs au cours 
de la meme phase d'anoestrus profond. 

Signification des abreviations utilisees dans les 

25 tableaux : 

M = matin ; S - soir ; Pro. - prostaglandines ; CJ = corps 
jaune ; IA = insemination artificielle ; c = cellules. 
2.3 ♦ 2 Apparition des chaleurs. 
Les genisses viennent en oestrus de 4 a 5 jours 
30 apres le d£but des injections de Stimufol (tableaux 6-7, 8-9 
et 10). 

2.3.3. Norabre d' ovulations et d'embryons. 

L'induction de 1 'ovulation n'a ete efficace que 
lorsqu'elle intervenait sur des follicules de taille de 14- 
15 mm. Effectuee au moment des chaleurs sur des follicules 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



BNSDOCID: <WO 9516459A1 I > 



WO 95/16459 IP PCT/FR94/01464 

33 

de taille inferieure, elle ne rut pas efricace. 

L' ovulation a 6te confirmee sur 2 animaux (n* 3 7 
et 80) lors de deux traitements de superovulation mis en 
oeuvre successivement au cours de 1'anoestrus, par la 
5 presence de corps jaunes. 

L ' insemination artificielle n'a ete effectuee sur 
ces 2 animaux qu'au 2eme traitement de superovulation . Deux 
embryons degeneres (stade 20-30 cellules) ont ete recoltes 
sur le n m 37 (tableau 11) * 
10 2.3.4, La reprise de 1'activite cyclique a ete 

observee entre 55 et 100 jours apres 1 ' administration du 
traitement par l'agoniste. 

2.4. Conclusion 

15 Le traitement par l'agoniste de LHRH formule dans 

les microspheres PLG 50/50 a ete efficace pour etablir 
I'anoestrus aux trois doses utiiisees. La faisabiiite du 
traitement de superovulation et de la fertilisation des 
ovocytes sur des animaux dont les ovaires ne sont soumis 

20 qu'aux seules secretions basaies des hormones gonadotropes 
hypophysaires a pu etre demontree en tenant compte du 
caractere particulier de la maturation des follicules liee a 
leur taille. 

25 



30 
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REVINDICATIONS 

1 - Methode de superovulation dirigee des femelles 
bovines, comprenant les etapes suivantes : 

- administrer a 1' animal un analogue de la LHRH de maniere a 
desensibiliser l'hypophyse a 1' action de la LHRH endogene, 

- a 1' instant de son choix a l'interieur de la periode 
d' anoestrus profond ainsi induite, administrer a 1' animal de 
1 'hormone FSH de maniere a induire le recrutement et le 
developpement des follicules ovulatoires, 

- en fin de developpement, administrer a 1' animal une hormone 
choisie parmi le groupe consistant en LH et hCG, de maniere a 
declencher 1' ovulation de ces follicules. 

2 - Methode selon la revendication 1, caracterisee 
en ce l'on administre 1' analogue de la LHRH au debut de la 
phase luteale . 

3 - Methode selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la mise en anoestrus profond est 
realisee par 1 ' administration d'un analogue agoniste de LHRH 
a dose supraphysiqlogique. 

4 - Methode selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la mise en anoestrus profond est 
realisee par 1' administration d'un analogue antagoniste de 
LHRH. 

5 - Methode selon l'une quelconque des 
revendications l a 4, caracterisee en ce que l'on administre 
un analogue de LHRH present* au sein d'une formulation 
permettant sa liberation continue. 

6 - Methode selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que la formulation comprend des polymeres degradables. 

7 - Methode selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que les polymeres sont des poly ( lactide-glycolide ) ou 
des poly (lactique-glycolique) . 

8 - Methode selon la revendication 7, caracterisee 
en ce que, comme formulation, on utilise des microspheres de 
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^--f — — • — i «" «« poxy ( xacnque-giycolique ) de 

ratio allant de 50:50 & 65:35. 

9 - Methode selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que la formulation comprend des corps gras. 
5 10 - Methode selon la revendication 8, caracterisee 

en ce que les corps gras sont des acides gras ou des esters 
d'acide gras ou de polyethylene-glycol . 

11 - Methode selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 10, caracterisee en ce qu'on administre 

10 une formulation sous forme de films, implants ou 
microspheres. 

12 - Methode selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 11, caracterisee en ce que l'on administre 
a 1' animal une dose d' analogue agoniste comprise entre 15 et 

15 150 mg pour une formulation de liberation de 40 a 50 jours 
environ et entre 30 et 300 mg pour une formulation de 
liberation de 85 a 100 jours environ. 

13 - Methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterisee en ce que l'on administre 

20 un analogue agoniste de la LHRH choisi parmi le groupe 
consistant en D . Trp 6 — LHRH et Des-Gly-D - Trp 6 -LHRH ethylamide. 

14 - Methode selon 1' ensemble des revendications 12 
et 13, caracterisee en ce que l'on administre une dose de 
D.Trp6-LHRH comprise entre 40 et 150 mg pour une formulation 
25 de liberation de 40 a 50 jours et entre 100 et 300 mg pour 
une formulation de liberation de 85 a 100 j'ours. 

15 - Methode selon 1' ensemble des revendications 12 
et 13, caracterisee en ce que l'on administre une dose de 
Des-Gly-D.TrpS-LHRH ethylamide superieure a 15 mg pour une 
formulation de liberation de 40 a 50 jours et superieure a 30 
mg pour une formulation de liberation de 85 a 100 jours. 

16 - Methode selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que les doses sont respectivement 
comprises entre 30 et 40 mg et entre 60 et 80 mg. 

17 - Methode selon l'une quelconque des 
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revendications l a 16, caracterisee en ce que, pour induire 
le recrutement et le developpement des follicules 
ovulatoires, on administre de 1' hormone FSH pendant de 4 a 7 
jours ♦ 

5 18 - Methode selon la revendication 17, 

caracterisee en ce que 1 ' hormone FSH est: administree par voie 
parenterale k raison de deux administrations journalieres. 

19 - Methode selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que 1' hormone FSH est administree au sein 

10 d ' une formulation permettant sa liberation continue sur la 
periode de 4 a 7 jours. 

20 - M6thode selon l'une quelconque des 
revendications 17 & 18, caracterisee en ce que l'on associe 
de 1' hormone LH ci 1' hormone FSH. 

15 21 - Methode selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 20, caracterisee en ce que, pour 
declencher 1 'ovulation, on administre de 1' hormone LH ou hCG 
le dernier jour du traitement a la FSH, 

22 - Methode selon 1 'une quelconque des 

20 revendications 1 h. 21, caracterisee en ce que, pour 
declencher 1 'ovulation, on administre de 1' hormone LH ou hCG 
lorsque les follicules ont atteint ou depasse un diametre de 
14-15 mm environ. 

23 Methode selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 ^ 22, caracterisee en ce que, pour 

declencher 1' ovulation, on administre de 1' hormone LH ou hCG 

pendant de 1 & 2 jours environ. 

24 - Methode de mise en anoestrus profond, dans 

laquelle on administre ^ 1' animal un analogue de la LHRH, 
30 choisi dans le groupe consistant dans les agonistes et les 

antagonistes de la LHRH , en quantite suffisante pour 

desensibiliser l'hypophyse ^ 1' action de 1' hormone LHRH 

endog£ne • 

25 - Methode selon la revendication 24, 
caracterisee en ce qu'on administre a 1' animal, au debut de 
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sa phase luteale ; un analogue de la LHRH presents dans uns 
formulation permettant sa liberation continue sur une duree 
appropriee a 1'obtention de la duree choisie pour 1'anoestrus 
prof ond. 

5 26 - M6thode selon la revendication 25, 

caracterisee en ce que la formulation est a base de polym^res 
choisis parmi le groupe consistant en poly < lactide-glycolide) 
et poly ( lactique-glycolique ) . 

27 - M£thode selon 1'une quelconque des 

10 re vendi cations 24 h 26, caracterisee en ce que 1' analogue de 
la LHRH est choisi dans le groupe consistant en D.Trp 6 -LHRH 
et Des-Gly-D.Trp 6 -LHRH ethylamide. 

28 - Kit de superovulation pour les femelles 
bovines, comprenant, s£par£ment, une formulation a liberation 

15 continue comprenant comme principe actif un analogue de la 
LHRH, une formulation comprenant comme principe actif de 
1' hormone FSH et une formulation comprenant un principe actif 
choisi dans le groupe consistant en hormone LH et hormone 
hCG. 

20 
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